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La presente invention concerne rutilisation d'une sequence nucleotidique 
derivee de 1'extremite 5' de TARN genomique ou de TADN proviral d'un virus 
de la reticuloendotheliose a titre de site interne d'entree des ribosomes (IRES) 
et/ou pour ameliorer l'encapsidation retrovirale. Plus particulierement, el le 
5 concerne des vecteurs d'expression comportant cette sequence et notamment des 
vecteurs polycistroniques permettant r expression efficace et stable de plusieurs 
genes d'interet sous la dependance d'un meme promoteur. La presente invention 
trouve une application interessante dans le domaine des vecteurs de therapie 
genique. 

10 La faisabilite de la therapie genique appliquee a rhomme n'est plus a 

demontrer et ceci concerne de nombreuses applications therapeutiques com me 
les maladies genetiques, les maladies infectieuses et les cancers. De nombreux 
documents de Tart anterieur decrivent les moyens de mettre en oeuvre une 
therapie genique, notamment par l'intermediaire de vecteurs viraux. D'une 

15 maniere generate, les vecteurs sont obtenus par deletion d'au moins une partie 
des genes viraux qui sont remplaces par les genes dMnteret therapeutique. De 
tels vecteurs peuvent etre propages dans une lignee de complementation qui 
fournit en trans les fonctions virales deletees pour generer une particule virale 
defective pour la replication mais capable d'infecter une cellule hote. A ce jour, 

20 les vecteurs retroviraux sont parmi les plus utilises mais on peut citer egaiement 
des vecteurs issus des adenovirus, virus associes aux adenovirus, poxvirus et 
virus de l'herpes. Ce type de vecteur, leur organisation et leur mode d f infection 
sont largement decrits dans la litterature accessible a Thomme de Tart. 

A titre indicatif, le genome retroviral est consume par un ARN lineaire, 

25 simple brin et de polarite positive. Outre les sequences de regulation R et U5 et 
U3 et R presentes aux extremite 5' et 3' respectivement, il pone trois genes : 
gag codant pour les proteines de la capside, pol codant pour la transcriptase 
inverse et l'integrase et env codant pour les proteines de Tenveloppe. Les 
signaux d'encapsidation, situes en aval des sequences U5 jusqu'au debut de la 



region codante du gene gag, participent a la dimerisation et Tencapsidation de 
I'ARN viral dans les particules virales. L'extremite 5* du genome comprend une 
coiffe (cap) et rextremite 3 r est polyadenylee. Lors du cycle infectieux, I'ARN 
viral est converti en un ADN proviral lineaire, double brin muni a chaque 
extremite de sequences repetees inversees LTRs (pour Long Terminal Repeat 
en anglais) necessaires a l'initiation de la transcription. Celle-ci, realisee par la 
machinerie cellulaire, permet la production des ARN genomiques et 
subgenorniques a partir desquels sont synthetisees les proteines virales. Les 
retrovirus peuvent etre classes en 4 sous-families AaD, sur la base de leur 
morphologic Le type G regroupe la majorite des retrovirus dont les virus MLV 
(Murine Leukemia Virus) et MSV (Murine Sarcoma Virus) utilises dans la 
plupart des vecteurs de therapie genique et les virus REV (Reticuloendotheliosis 
Virus) d'ou derive la sequence nucleotidique de la presente invention. 

11 peut etre avantageux de disposer de vecteurs de therapie genique plus 
performants et capables notamment de produire efficacement plusieurs proteines 
d'interet. Cependant, la presence de plusieurs promoteurs au sein du meme 
vecteur se traduit tres souvent par une reduction voire meme une perte de 
l'expression au cours du temps. Ceci est du a un phenomene bien connu 
d 1 interference entre les sequences promotrices. Dans ce contexte, la publication 
de la demande internationale WO93/03143 propose une solution a ce probleme 
qui consiste a mettre en oeuvre un site interne d'entree des ribosomes (IRES). 
Elle decrit un vecteur retroviral dicistonique pour l'expression de deux genes 
d'interet places sous le controle du meme promoteur. La presence d'un site 
IRES de picornavirus entre ceux-ci permet la production du produit 
depression issu du second gene d'interet par initiation interne de la traduction 
de TARNm dicistronique. 

Normalement, T entree des ribosomes au niveau de I'ARN messager 
(ARNm) se fait par la coiffe situee a Textremite 5 f de Tensemble des ARNm 
eucaryotes. Les sous unites ribosomales 40S se deplacent le long de TARN 
jusqu'a rencontrer un codon AUG approprie pour debuter la synthese proteique. 
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Generalement, rinitiacion a lieu au niveau du premier codon AUG. Mais, si 
celui-ci est dans un contexte peu favorable, les sous unites 40S poursuivent 
jusqu'a un codon AUG ulterieur situe dans un meilleur contexte traductionnel 
(Kozak, 1984, Nucleic Acid Res. 72, 3873-3893 ; Kozak, 1991, J. Biol. Chem. 
5 26(5, 19867-19870 ; Pain, 1996, Eur. J. Biochem. 256, 747-771). 

Cependant, cette regie universelle connait des exceptions. L'absence de 
coiffe chez certains ARNm viraux laissait supposer ['existence de structures 
alternatives permettant 1'entree des ribosomes a un site interne de ces ARN. A 
ce jour, un certain nombre de ces structures, nommees IRES du fait de leur 

10 fonction, ont ete identifies dans la region 5' non codante des ARNm viraux non 
coiffes comme celle notamment des picornavirus tel que le virus de la 
poliomyelite(Pelletieretal., 1988, Mol. Cell. BioL 5, 1103-1112) et I'EMCV 
(Encephalomyocarditis virus (Jang et al., 1988, J. Virol. 62, 2636-2643). Des 
ARNm cellulaires possedant des elements IRES ont egalement ete decries. On 

15 peut citer ceux codant pour la proteine BIP (pour Immunoglobulin heavy chain 
binding protein ; Macejak et Sarnow, 1991, Nature 353, 90-94), certains 
facteurs de croissance (Teerink et al., 1995, Biochem. Biophy. Acts 7264, 403- 
408 ; Vagner et al., 1995, Mol. Cell. Biol. 75, 35-44), le facteur d'initiation 
de la traduction eIF4G (Gan et Rhoads, 1996, J. Biol. Chem. 277, 623-626) et 

20 deux facteurs de transcription de levure TFIID et HAP4 (Iizuka et al., 1994, 
Mol. Cell. Biol., 74, 7322-7330). Des sites IRES ont egalement mis en evidence 
dans les retrotransposons murins de type VL30 (Berlioz et al., 1995, J. Virol. 
69, 6400-6407) et, plus recemment dans les ARNm codant pour le precurseur 
gag des virus de la leucemie murine de Friend (FMLV) et de Moloney 

25 (MoMLV) (Berlioz et Darlix, 1995, J. Virol. 69, 2214-2222 ; Vagner et al., 
1995, J. Biol. Chem. 270, 20376-20383). 

On a maintenant trouve un nouveau site interne d'entree des ribosomes 
dans la region 5' non codante de TARN du virus aviaire de la 
reticuloendotheliose (REV) de type A (REV-A) et montre son efficacite pour 



initier la traduction de sequences codantes placees a sa suite d'une maniere 
monocistronique ou dicistonique. 

Le site IRES de la presente invention est particulierement avantageux par 
rapport a ceux deja decrits dans la litterature. En premier lieu, il permet un taux 
d'expression important du cistron quMl contrple. En outre et t de maniere 
inattendue, il peut egalement, dans le cadre d'un vecteur retroviral, contribuer 
ou ameliorer, en association avec une region d'encapsidation appropriee, les 
fonctions de dimerisation ou d'encapsidation, permettant une augmentation du 
titre viraL Et enfin, du fait de sa faible homologie avec les sequences 
retrovirales murines utilisees dans la plupart des vecteurs de therapie genique 
destines a un usage humain, son emploi reduit considerablement le risque de 
production de virus competents pour la replication. 

La plupart des protocoles de therapie genique approuves par le RAC 
(Recombinant DNA Advisory Committee) aux Etats Unis utilisent des vecteurs 
derives du virus MoMLV. A 1'heure actuelle, le choix d'un vecteur retroviral 
specifique pour une application therapeutique donnee reste empirique et les 
facteurs influen?ant le titre viral et l'expression des genes n'ont pas encore ete 
clairement elucides. L'etude des sequences agissant en cis qui controlent 
Tencapsidation et l'etablissement des forces relatives de divers elements IRES 
peuvent permettre d'optimiser les vecteurs de therapie genique en termes de titre 
et d'expression genique. Un des buts de la presente invention est de proposer 
de nouveaux vecteurs retroviraux susceptibles d'etre propages a haut titre et de 
permettre une expression optimale d'un ou plusieurs genes d'interet. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet ['utilisation d'une 
sequence nucleotidique derivee de tout ou partie de 1'extremite 5' de TARN 
genomique d'un retrovirus de type C a I'exception des virus de la leucemie 
murine de Friend (FMLV) et de Moloney (MoMLV), a titre de site interne 
d'entree des ribosomes (IRES) dans un vecteur et/ou pour permettre ou 
ameliorer Tencapsidation d'un vecteur retroviral. 

Par sequence nucleotidique, on entend une sequence composee de ribo 
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(ARN) ou de desoxyribonucleotides (ADN). Dans le cadre de la presente 
invention, l'extremite 5' de 1'ARN genomique d'un retrovirus correspond au 
quart 5' dudit ARN qui s'etend du site d'initiation de la transcription (nucleotide 
+ 1) jusqu'a environ 2 kb dans la direction 3'. Le terme retrovirus est largement 
5 defini dans les ouvrages de base de virologie accessibles a I'homme de Tart et 
les caracteristiques essentielles ont ete resumees a titre indicatif ci-dessus. Le 
terme "derivee" fait reference a une sequence ayant une origine retroviral de 
type C, mais qui peut avoir subi au moins une modification par rapport a la 
sequence native. La ou les modifications envisageables incluent la deletion, 

10 Paddition, la substitution et/ou la mutation d'un ou plusieurs nucleotides (nt). 
De telles modifications peuvent avoir pour but par exemple d'accroitre les 
fonctions IRES, d'encapsidation ou d'introduire des sites de restriction 
adequates pour faciliter les etapes de clonage ulterieures. Le terme "derivee" 
comprend egalement Tequivalent ADN de TARN genomique sous une forme 

15 modifiee ou non. 

Par IRES, on designe un site capable de promouvoir I'entree des 
ribosomes dans une molecule d'ARN d'une maniere independante de la coiffe. 
Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, la fonction IRES 
peut s'exercer dans tout vecteur ou cassette d'expression. Une sequence en 

20 usage dans le cadre de la presente invention peut egalement agir en tant 
qu'element activateur de 1'encapsidation des retrovirus ou vecteurs retroviraux 
en favorisant la dimerisation de deux copies du genome retroviral et/ou 
1'encapsidation du dimere dans les particules virales. Selon un mode de 
realisation prefere, ladite sequence est capable d'exercer une fonction IRES et 

25 d'ameliorer la fonction d'encapsidation lorsqu'elle est introduite dans un vecteur 
retroviral approprie. 

Une sequence nucleotidique telle qu'utilisee dans le cadre de la presente 
invention, peut etre isolee de Textremite 5' de TARN genomique ou de PADN 
proviral d'un retrovirus de type C ou de tout plasmide de Tetat de la technique 

50 portant le fragment retroviral d'interet. II va sans dire qu'elle peut etre generee 
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par toute technique en usage dans le domaine de Tart, par exemple par clonage 
a 1'aide de sondes appropriees, par PCR (Polymerase Chain reaction) ou encore 
par synthese chimique. Avantageusement, ladite sequence comprend tout ou 
partie de la region qui suit le domaine U3 du LTR 5', jusqu'au codon AUG 
5 initiateur du gene gag. Aux fins de la presence invention, elle comprend au 
moins 50 nucleotides, avantageusement au moins 100 nucleotides, de preference 
au moins 200 nucleotides et de maniere preferee au moins 300 nucleotides 
compris dans ladite extremite 5'. Mais, bien entendu, elle peut s'etendre au dela 
dans la direction 5* ou 3' ou comporter des sequences supplementaires. 

10 On prefere mettre en oeuvre dans le cadre de la presence invention un 

retrovirus de type C a Texception des virus FMLV et MoMLV. Un retrovirus 
de type C convenant plus particulierement, est selectionne parmi les virus REV 
(Virus de la reticuloendotheliose), MSV (Murine sarcoma virus) et notamment 
celui de Moloney (MMSV), MHV (Mus hortulanus virus), MEV (Mouse 

15 endogenous retrovirus), FMOV (FBR murine osteosarcoma virus), AMLV 
(AKV murine leukemia virus), MEELV (Mouse endogenous ecotropic murine 
leukemia virus), SFFV (Friend spleen focus-forming virus), RASV (rat sarcoma 
virus), FLV (Feline leukemia virus), FSV (feline sarcoma virus), EFLV (Cat 
endogenous proviral feline leukemia virus), SSV (Simian sarcoma virus), 

20 GALV (Gibbon ape leukemia virus) et BAEV (Baboon endogenous virus). 

Selon un mode de realisation tout a fait prefere, une sequence 
nucleotidique en usage dans la presente invention derive de tout ou partie de 
Textremite 5' de TARN genomique d'un virus de la reticuloendotheliose (REV). 
Les virus REV comprennent notamment differents sous-types A, B et T ainsi 

25 que les virus DIAV (Duck infectious anemia virus), SNV (spleen necrosis virus) 
et CSV (Chick syncytial virus) (voir par exemple Encyclopedia of Virology. 
1994, Enrietto, Reticuloendotheliosis viruses, pl227-1232 Ed. R. Webster et A. 
Granoff, Academic Press, Hartourt Brace § Company Publishers). Un virus 
REV convenant tout particulierement est le virus de la reticuloendotheliose 

30 aviaire, notamment celui de type A (REV-A). 



Selon cette derniere variante, on aura de preference recours a une 
sequence nucleotidique comprenant au moins 100 nucleotides et au plus 800 
nucleotides (nt) de l'extremite 5* non codante du virus REV-A et plus 
particulierement une sequence nucleotidique substantiellement homologue ou 
identique a tout ou partie de la sequence presentee dans ridentificateur de 
sequence SEQ ID NO: 1. A titre d'exemples preferes, on peut citer une 
sequence nucleotidique substantiellement homologue ou identique a la sequence 
presentee dans ridentificateur de sequence SEQ ID NO: 2 : 

(i) commengant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) conimengant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, 
ou 

(iii) commenfant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 
Le terme substantiellement homologue fait reference a un degre 

d'homologie superieur a 70%, avantageusement superieur a 80%, de preference 
superieur a 90% et, de maniere tout a fait preferee, superieur a 95%. Comme 
deja indique, ladite sequence nucleotidique peut avoir une sequence legerement 
differente de celle decrite dans la SEQ ID NO: I ou 2, a la condition toutefois 
que la ou les modifications n'affecte(nt) pas ses fonctions IRES et/ou 
d'encapsidation. 

Selon un mode avantageux, la sequence nucleotidique utilisee dans le 
cadre de la presente invention est identique a la sequence presentee dans 
ridentificateur de sequence SEQ ID NO: 2 : 

(i) commengant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) cornmengant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, 
ou 

(iii) commensant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 
La fonction IRES de ladite sequence nucleotidique est particulierement 

avantageuse dans un contexte pauvre en ion magnesium, par exemple dans un 
contexte cellulaire. Un concentration elevee en ions Mg 2+ peut diminuer 
I'efficacite de Tinitiation de la traduction mediee par la sequence. 
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Une sequence nucleotidique en usage dans la presente invention, est plus 
particulierement destinee a etre integree dans un vecteur de transfert et 
d'expression d'un ou plusieurs gene(s) d'interet. Le choix d'un tel vecteur est 
large et les techniques de clonage dans le vecteur retenu sont a la portee de 
5 1'homme de Tart. Conformement aux buts poursuivis par la presente invention, 
on peut envisager un vecteur plasmidique ou un vecteur derive d'un virus 
animal et, en particulier, d'un poxvirus (canari pox ou virus de la vaccine), 
adenovirus, baculovirus, virus de l'herpes, virus associe a un adenovirus ou 
retrovirus. De tels vecteurs sont largement decrits dans la litterature. En 

10 particulier, lorsqu'il s'agit d'un vecteur adenoviral, celui-ci peut etre issu d'un 
adenovirus humain (de preference de type 2 ou 5), animal (de preference canin 
ou bovin) ou encore d'un hybride entre des especes variees. La technologie 
generate concernant les adenovirus est divulguee dans Graham et Prevec ( 1991 , 
Methods in Molecular Biology, Vol 7, Gene transfer and Expression Protocols ; 

15 Ed EJ. Murray, the Human Press Inc, p 109-118). 

Conformements aux buts poursuivis dans le cadre de la presente 
invention, ladite sequence nucleotidique est de preference positionnee en amont 
d'un gene d'interet pour ameliorer la traduction du produit d'expression pour 
lequel celui-ci cbde. Elle peut etre mise en oeuvre dans une cassette 

20 d'expression de type monocistronique (pour ['expression d'un gene d'interet 
place sous le controle d'un promoteur) ou polycistronique (pour Texpression 
d'au moins deux genes d'interet places sous le controle d'un merne promoteur). 
Cette derniere peut contenir plusieurs elements en tandem "site IRES-gene 
d'interet" dont au moins un des sites IRES est consume par une sequence 

25 nucleotidique telle que definie auparavant. On prefere tout particulierement 
Tutilisation dans une cassette dicistronique soit en amont du premier gene 
d'interet soit en amont du second, cette derniere variante etant la preferee. 

Lorsqu'un vecteur selon 1' invention comprend plusieurs cassettes 
d'expression, celles-ci peuvent etre inserees dans une orientation quelconque les 

30 unes par rapport aux autres, soit dans une meme orientation (promoteur agissant 
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dans une meme direction) ou en orientation reverse (promoteur agissant dans 
une orientation opposee). Par ailleurs, un vecteur selon I" invention peut 
comprendre plusieurs sequences nucleotidiques en usage selon Tinvention. Dans 
ce cas, il est preferable qu'elles derivent de retrovirus de type C differents. 
5 Selon un mode de realisation tout a fait prefere, un vecteur selon 

I' invention derive d'un retrovirus. On peut citer a titre d'exemples, les 
retrovirus aviaires tels que le virus de 1'erythroblastose aviaire (AEV), le virus 
de la leucemie aviaire (AVL), le virus du sarcome aviaire (ASV), le virus de la 
necrose de la rate (SNV) et le virus du sarcome de Rous (RSV), les retrovirus 

10 bovins, les retrovirus felins (FLV, FSV....), les retrovirus murins tels que le 
virus de la leucemie murine (MuLV), le virus de Friend (FMLV) et le virus du 
sarcome murin (MSV) et les retrovirus de primate (GALV, FSV, BAEV...)- 
Bien entendu, d'autres retrovirus peuvent etre mis en oeuvre. Cependant, on 
prefere tout particulierement avoir recours au virus MoMLV. Les nombreux 

15 vecteurs retroviraux decrits dans la litterature peuvent etre utilises dans le cadre 
de la presente invention. 

Les vecteurs retroviraux envisageables aux fins de la presente invention 
comprennent au moins les elements suivants associes d'une maniere 
fonctionnelle : un LTR 5* et un LTR 3' retroviraux, un ou plusieurs gene(s) 

20 d'interet, et la sequence nucleotidique en usage dans le cadre de la presente 
invention pour permettre ou ameliorer 1'encapsidation dudit vecteur dans une 
particule virale et/ou a titre de site IRES pour permettre ou favoriser 
l'expression d'un gene d'interet positionne en aval de ladite sequence 
nucleotidique. II va sans dire que le LTR 5' retroviral peut etre utilise comme 

25 promoteur mais on peut egalement avoir recours a un promoteur interne. Par 
ailleurs, le LTR 5' et eventuellement 3 1 peuvent avoir la meme origine 
retrovirale (par exemple REV) que la sequence nucleotidique ou une origine 
differente. Par exemple, un vecteur monocistronique comprendra de 5' vers 3' 
un LTR 5\ la sequence nucleotidique, un gene d'interet et un LTR 3\ 

30 Bien entendu, un vecteur retroviral selon V invention peut egalement 
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comprendre une region d'encapsidation (E + ) conventionnelle. Cependant, la 
presence de cette derniere n'est pas exigee lorsque la sequence nucleotidique en 
usage dans la presente invention peut exercer a elle-seule la fonction 
d'encapsidation. Un tel mode de realisation peut etre plus particulierement 
envisage lorsque le LTR 5' retroviral derive d'un virus REV et, de preference 
du SNV, et la sequence nucleotidique est substantiellement homologue ou 
identique a la sequence presentee dans la SEQ ID NO: 2, commen?ant au nt I 
et se terminant au nt 578 ou commengant au nt 265 et se terminant au nt 578. 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur retroviral selon 
T invention, comprend au moins : 

(a) un LTR 5' retroviral, 

(b) une region d'encapsidation, 

(c) de maniere optionnelle, un premier gene d'interet suivi d'une 
region promotrice interne d'une origine differente de celle dudit 
LTR 5' retroviral, 

(d) un second gene d'interet, 

(e) un site IRES, 

(f) un troisieme gene d'interet, et 

(g) un LTR 3' retroviral. 

Tun au moins de la region d'encapsidation et du site IRES etant consume 

par ladite sequence nucleotidique en usage selon V invention. 

Dans le cas ou le vecteur retroviral selon V invention ccmporte une 
cassette depression dirigee par une region promotrice interne, il est preferable 
pour favoriser Texpression genique, que celle-ci soit dans une orientation 
inverse par rapport aux LTRs 5* et 3' retroviraux. On peut egalement inclure 
d'autres elements, par exemple un autre site IRES et un autre gene d'interet ou 
une autre cassette d'expression. 

Un vecteur retroviral prefere selon 1* invention comprend une region 
d'encapsidation derivant d'un retrovirus murin, notamment d'un MoMLV, ou 
d'un retrotransposon de type VL30 et un site IRES comprenant une sequence 



nucleotidique substantiellement homologue ou identique a la sequence presentee 
dans 1'identificateur de sequence SEQ ID NO: 2 : 

(i) commen?ant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) commen?ant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, 
ou 

(iii) commen?ant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 
On peut citer en particulier les vecteurs retroviraux dicistroniques de 

type pREV HW-3 et HW-6, dans lesquels la region d'encapsidation derive d'un 
MoMLV et le site IRES est constitue par une sequence nucleotidique identique 
a la sequence presentee dans la SEQ ID NO: 2 commen?ant au nucleotide 265 
et se terminant au nucleotide 578 ou commen?ant au nucleotide 452 et se 
terminant au nucleotide 578. Bien entendu, Thomme du metier peut faire varier 
les genes d'interet selon Teffet therapeutique recherche. 

Aux fins de la presente invention, un gene d'interet en usage dans 
Tinvention peut etre obtenu d'un organisme eucaryote, procaryote ou d'un virus 
par toute technique conventionnelle de biologie moleculaire. II peut coder pour 
un polypeptide correspondant a une proteine native telle que trouvee dans la 
nature homologue a la cellule hote ou non, un fragment proteique, une proteine 
chimerique provenant de la fusion de polypeptides d'origines diverses ou un 
mutant presentant des proprietes biologiques ameliorees et/ou modifiees. Un tel 
mutant peut etre genere par substitution, deletion et/ou addition d'un ou 
plusieurs residus acides amines. En outre, Ie polypeptide peut etre (i) 
intracellulaire (ii) membranaire present a la surface de la cellule hote ou encore 
(iii) secrete hors de la cellule hote et done comprendre des elements additionnels 
appropries, comme une sequence codant pour un signal de secretion ou une 
region d'ancrage transmembranaire. 

On prefere tout particulierement mettre en oeuvre un gene d'interet 
therapeutique codant pour un produ it d 'expression capable d'inhiber ou retarder 
I'etablissement et/ou le developpement d'une maladie genetique ou acquise. Un 
vecteur selon Tinvention est particulierement destine a la prevention ou au 
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traitement de la mucoviscidose, de I'hemophilie A ou B, de la myopathic de 
Duchenne ou de Becker, du cancer, du SIDA et d'autres maladies infectieuses 
dues a un organisme pathogene : virus, bacterie, parasite ou prion. Les genes 
d'interet utilisables dans la presente invention, sont ceux qui codent pour les 
proteines suivantes : 

une cytokine et notamment une interleukine, un interferon, un 

facteur de necrose tissulaire et un facteur de croissance et 

notamment hematopoietique (G-CSF, GM-CSF), 

un facteur ou cofacteur implique dans la coagulation et notamment 

le facteur VIII, le facteur IX, le facteur von Willebrand, 

rantithrombine III, la proteine C, la thrornbine et I'hirudine, 

une enzyme et notamment la trypsine, une ribonuclease, la 

phosphatase alcaline (plap) et la 6-galactosidase, 

un inhibiteur d'enzyme tel que I'a 1-antitrypsine et les inhibiteurs 

de proteases vi rales 

un produit d'expression d'un gene suicide comme la thymidine 
kinase du virus HSV (virus de Therpes) de type 1, 
un activateur ou un inhibiteur de canaux ioniques, 
une proteine dont ['absence, la modification ou la deregulation de 
Texpression est responsable d'une maladie genetique, telle que la 
proteine CFTR, la dystrophine ou minidystrophine, 1'insuline, 
l'ADA (adenosine diaminose), la glucocerebrosidase et la 
phenylhydroxylase, 

une proteine capable d'inhiber 1' initiation ou la progression de 
cancers, telles que les produits d'expression des genes supresseurs 
de tumeurs, par exemple les genes p53 et Rb, et 
une proteine capable de stimuler une reponse immunitaire, un 
anticorps, les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite 
ou une immunotoxine, 

une proteine capable d'inhiber une infection virale ou son 
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developpement, par exemple les epitopes antigeniques du virus en 
cause ou des variants alteres de proteines virales susceptibles 
d'entrer en competition avec les proteines virales natives. 
Par ailleurs, un gene d'interet en usage dans la presente invention, peut 
egalement coder pour un marqueur de selection permettant de selectionner ou 
identifier les cellules hotes transferees par un vecteur selon 1' invention. On peut 
citer le gene neo (neomycine) conferrant une resistance a I'antibiotique G418, 
le gene dhfr (dihydrofolate reductase), le gene CAT (Chloramphenicol Acetyl 
Transferase) ou encore le gene gpt (xanthine phosphoribosyl). 

D'une maniere generate, on aura recours pour I'expression d'un ou des 
gene(s) d'interet a un promoteur fonctionnel dans la cellule hote consideree et, 
de preference, une cellule hurnaine. Le choix du promoteur est tres large et a 
la portee de 1'homme du metier. II peut s'agir d'un promoteur gouvernant 
naturellement l'expression d'un gene d'interet en usage dans la presente 
invention ou de tout autre promoteur d'une origine quelconque. Par ailleurs, ii 
peut etre de nature constitutive ou regulable, notamrnent en reponse a certains 
signaux cellulaires tissu-specifiques ou evenements-specifiques. Par exemple, 
il peut etre avantageux de cibler ['expression du gene d'interet au niveau des 
cellules lymphocytaires dans le cadre du SIDA, des cellules pulmonaires dans 
le cadre de la mucoviscidose ou des cellules musculaires dans le cadre des 
myopathies. 

A titre d'exemples, les promoteurs convenant dans le cadre de la 
presente invention peuvent etre choisis parmi les promoteurs SV40 (Virus 
Simian 40), CMV (Cytomegalovirus), HMG (Hydroxymethyl-Glutaryl 
Coenzyme A), TK (Thymidine kinase), les LTRs retroviraux comme celui du 
MoMLV, RSV ou du MSV lorsqu'on met en oeuvre un vecteur retroviral, le 
promoteur adenoviral tardif MLP (Major Late Promoteur) notamrnent dans le 
contexte d'un vecteur adenoviral, les promoteurs 7,5K et HSR destines a des 
vecteurs poxviraux comme le virus de la vaccine, le promoteur PGK 
(Phosphoglycero kinase), les promoteurs foie-specifiques des genes codant pour 
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l'cc 1-antitrypsine, le facieur IX, 1'albumine et la transferrine, les promoteurs des 
genes d 1 immunoglobulins qui permettent une expression dans les lymphocytes, 
et enfin les promoteurs des genes codant pour le surfactant ou la proteine CFTR 
qui presentent une certaine specificite pour les tissus pulmonaires. 

Par ailleurs, le gene d'interet en usage dans la presente invention peut 
comporter d'autres sequences ameliorant son expression, tant au niveau de la 
transcription que de la traduction ; par exemple une sequence activatrice de la 
transcription de type enhancer, une sequence intronique, un signal de 
terminaison de la transcription (polyA) et, comme indique precedemment, un 
signal de secretion ou une region transmembranaire. 

L' invention couvre egalement les particules virales generees a partir 
d'un vecteur viral selon Tinvention. On procede generalement par transfection 
de celui-ci dans une lignee cellulaire adequate. Si le vecteur viral utilise est 
defectif pour la replication, on aura recours a une lignee de complementation. 
D'une maniere generate, Thomme du metier connait les lignees pouvant etre 
employees pour generer des particules virales infectieuses ainsi que le procede 
a mettre en oeuvre selon le vecteur utilise. 

Par exemple, dans le cas d'un vecteur adenoviral, on peut avoir recours 
a la lignee 293 (Graham et ah, 1977, J. Gen. Virol. , J6, 59-72). S agissant 
d'un vecteur retroviral, on peut envisager d'employer des lignees cellulaires 
ecotropes, comme la lignee CRE (Danos et Mulligan, 1988, Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 85, 6460-6464) ou GP+E-86 (Markowitz et al., 1988, J. Virol. , 62, 
1120-1124). Mais on prefere tout particulierement mettre en oeuvre une lignee 
de complementation amphotrope telle que la lignee PG13 (Miller et al., 1991 , 
J. Virol., 65, 2220-2224) ou Psi Env-am (Markowitz et al., 1988, T.A.A.P. 
Vol. CI, 212-218). Generalement, on recupere les particules virales infectieuses 
dans le surnageant de culture des cellules de complementation transferees. 

^invention s'etend egalement aux cellules comprenant un vecteur selon 
('invention ou infectees par des particules virales infectieuses selon 1' invention. 
Les methodes de transfection sont bien connues de Thomme de Tart. On peut 



citer la technique de precipitation au phosphate de calcium, celle au DEAE 
dextrane, la microinjection pu 1'encapsulation dans des vehicuies lipidiques. 
D'autre part, les vecteurs selon 1'invention peuvent etre presents dans la cellule 
hote sous forme integree dans le genome cellulaire ou sous forme d'episomes 
aussi bien dans le noyau que dans le cytoplasme. La cellule selon 1'invention est 
avantageusement une cellule eucaryote, notamment mammifere et, de 
preference, une cellule humaine. II peut s'agir d'une cellule primaire ou 
tumorale d'une origine hematopoietique (cellule souche totipotente, leucocyte, 
lymphocyte, monocyte, macrophage ...), hepatique, epitheliale, fibroblaste, du 
systeme nerveux central et, tout particulierement, d'une cellule musculaire 
(myoblaste, myocyte, cellule satellite...) tracheale ou pulmonale. 

La presente invention concerne egalement 1'usage therapeutique d'un 
vecteur, d'une particule virale ou d'une cellule selon 1'invention, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la 
prevention d'une maladie genetique, d'une maladie acquise comme le cancer ou 
d'une maladie infectieuse. 

Cependant, un tel usage n'est pas limite a une application de type 
therapie genique somatique. En particulier, un vecteur selon 1'invention peut 
etre utilise a d'autres fins comme la production par voie recombinante dans des 
cellules procaryotes ou eucaryotes de produit(s) d'expression code(s) par au 
moins un des genes d'interet. Par exemple, on peut envisager la coexpression 
de deux genes d'interet dans un vecteur d'expression dicistronique utilisant une 
sequence nucleotidique selon 1'invention. La coexpression d'un gene de 
resistance a un antibiotique a titre de second cistron peut permettre d f augmenter 
['expression d'un premier cistron. II est possible d'obtenir un produit mature par 
la coexpression de deux genes dont le produit d'expression de I'un permet la 
maturation du polypeptide code par 1'autre (par exemple precurseur 
polypeptidique et une protease clivant le precurseur en polypeptide mature). 
Dans ce cas, on peut avoir recours a des cellules procaryotes (E.coli ...) t 
eucaryotes inferieu res (levure, champignon, insecte ...) ou animales. II s'agira 
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ensuite de recolter et eventuellement purifier ledit produit d'expression d'interet 
du surnageant ou de la culture cellulaire par les techniques conventionnelles. 
Une autre possibility d'utilisation consiste en la production d'animaux 
transgeniques ayant integre dans leur genome une cassette pour I'expression 
d'un ou plusieurs genes d'interet et comprenant une sequence nucleotidique 
selon r invention. II peut s'agir de souris, rats, lapins, poissons, primates ou 
d'animaux de ferme (bovins, ovins, porcins ...) Les techniques pour generer ces 
animaux transgeniques sont connues. Le polypeptide d'interet peut etre recupere 
de maniere conventionnelle par exemple dans les fluides biologiques (sang, lait 

... etc) de 1' animal. 

L' invention s'adresse egalement a une composition pharmaceutique 
comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique un vecteur, une 
particule virale ou une cellule selon l'invention, en association avec un vehicule 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique. 

Une composition pharmaceutique selon T invention peut etre fabriquee 
de maniere conventionnelle. En particulier, on associe une quantite 
therapeutiquement efficace d'un tel agent a un support, un diluant ou un 
adjuvant acceptable. Elle peut etre administree selon n'importe quelle route 
d'administration et ceci en dose unique ou repetee apres un certain delai 
d'intervalle. On preferera notamment Tadministration intraveineuse, 
intramusculaire, intrapulmonaire (eventuellement par aerosol isation) ou 
intratumorale. La quantite a administrer sera choisie en fonction de differents 
criteres, en particulier I'usage a titre de traitement ou de vaccin, la voie 
d'administration, le patient, le type de maladie a trailer et son etat d' evolution, 
la duree du traitement, le vecteur retenu ...etc. A titre indicatif, une 
composition pharmaceutique selon 1'invention comprend entre 10 4 et 10 U pfu 
(unite formant des plages), avantageusement entre 10 3 et 10 13 pfu et, de 
preference, entre 10 6 et 10 n pfu de particules virales. 

Par ailleurs, T invention concerne une methode de traitement de maladies 
genetiques, cancers et maladies infectieuses selon laquelle on administre une 
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quantite therapeutiquement efficace d'un vecteur, d'une particule virale ou d'une 
cellule selon l'invention a un patient ayant besoin d'un tel traitement. Selon un 
premier protocole therapeutique, on peut les administrer directement in vivo, 
par exemple par injection intraveineuse, intramusculaire ou par aerosolisation 
dans les poumons. De maniere alternative, on peut adopter un protocole de 
therapie genique ex vivo qui consiste a prelever les cellules d'un patient, cellules 
souches de la moelle osseuse ou lymphocytes du sang peripherique, a les 
transfecter avec un vecteur selon ['invention et a les cultiver in vitro avant de 
les reimplanter au patient. 

L'invention est illustree ci-apres par reference aux figures suivantes. 
La Figure 1 est une representation schematique des plasmides 
monocistroniques utilises comme matrices pour la synthese in vitro d'ARN 
coiffes et non-coiffes. lis contiennent le promoteur precoce du cytomegalovirus 
(Po CMV) utilisable pour l'expression in vivo, le promoteur du gene codant 
pour TARN polymerase du phage T7 (Po T7) utilisable pour les experiences in 
vitro, differentes portions de l'extremite 5' non traduite (leader) du virus REV- 
A (1 a 578 pour pREV CB-95, 578 a 1 pour pREV CG-53, 1 a 578 deletees des 
nt 268 a 452 pour pREV CG-54, 265 a 578 pour pREV CG-55 et 452 a 578 
pour pREV CG-56) et le gene LacZ (^LacZ) codant pour une P-galactosidase 
tronquee a l'extremite C-terminale de masse moleculaire d f environ 46 kDa. 

La Figure 2 est une representation schematique des plasmides 
dicistroniques utilises comme matrices pour la synthese in vitro d'ARN coiffes 
et non-coiffes. lis contiennent le promoteur precoce du cytomegalovirus (Po 
CMV) utilisable pour Texpression in vivo, le promoteur du gene codant pour 
FARN polymerase du phage T7 (Po T7) utilisable pour les experiences in vitro. 
le gene neo, differentes portions de Textremite 5 1 non traduite (leader) du virus 
REV-A (1 a 578 pour pREV CB-54, 578 a 1 pour pREV CG-50, 1 a 578 
deletees des nt 268 a 452 pour pREV CG-52, 265 a 578 pour pREV CB-55 et 
452 a 578 pour pREV CG-58) et le gene LacZ (*LacZ) codant pour une p- 
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galactosidase tronquee a Textremite C-terminale de masse moleculaire d'environ 
46 kDa. 

La Figure 3 A est une representation schematique des vecteurs 
retroviraux dicistroniques possedant deux elements d'origine retrovirale 
5 differente, a titre d'IRES et de region d'encapsidation (E) et deux genes 
d'interet comme les genes rapporteurs plap codant pour la phosphatase alcaline 
placentaire et neo codant pour la neomycine phosphotransferase. B) Vecteurs 
retroviraux de la serie pREV HW possedant des LTRs derives de MLV et places 
dans un contexte plasmidique pBR322. VL30E + correspond a la region 5' non 
10 traduite de HaMSV et MoMLV E+ correspond a la region d'encapsidation de 
MoMLV. C) Vecteur de reference pEMCV-CBTV ayant des LTR et la region 
d'encapsidation de MoMLV et TIRES de EMCV. Dans tous les cas, les 
sequences sont numerotees par rapport au site cap (position +1) de TARN 
genomique. 

15 La Figure 4 illustre Teffet de la rapamycine sur les activites A) 

phosphatase alcaline et B) neomycine phosphotransferase produites dans les 
cellules GP-f E-86 non transferees ou transferees de maniere stables par les 
differents vecteurs pREV HW ou pEMCV-CBTV (pCBlOO) et traitees par la 
rapamycine (boites pleines) ou non traitees (controle, boTtes pointillees). 

20 

EXEMPLES 

Les constructions ci-apres decrites sont realisees selon les techniques 
generales de genie genetique et de clonage moleculaire detaillees dans Sambrook 

25 et al. (1989, Molecular cloning : A Laboratory Manual, 2nd ed. Cold Spring 
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY) ou selon les 
recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. Les 
techniques de PCR sont connues de Thomme de Tart et abondamment decrites 
dans PCR Protocols, a guide to methods and applications (Ed : Innis, Gelfand, 

30 Sninsky et White, Academic Press, Inc.). Les amplifications d'ADN 
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plasmidique sont realisees dans Escherichia colt HB101 souche 1035 (recA'). 
Par ailleurs, la position des sequences REV-A utilisees dans les constructions 
est indiquee par reference a la molecule ARN, la position + 1 correspondant au 
premier nucleotide de la molecule d'ARN, c'est a dire au site d* initiation de la 
5 transcription (Darlix et al., 1992, J. Virol. 66: 7245-7252). 

EXEMPLE 1 : Identification d'un site IRES au niveau de Textremite 5' 

leader de 1'ARN de REV-A. 

10 Des etudes de synthese proteique in vitro ont ete entreprises a I'aide 

d'une serie de plasmides mono et dicistroniques contenant des fragments du 
leader 5* de TARN genomique REV-A afin de rechercher sMls permettent la 
traduction de cistrons par liaison interne des ribosomes. 

15 1. Construction des plasmides mono et dicistroniques. 

Les fragments d'ADN correspondant aux sequences I a 578, 265 a 578 
et 452 a 578 de l'ARN REV-A sont isoles par PCR a partir de la matrice 
pREVSC-1 (Darlix et al., 1992, J. Virol. 66, 7245-7252). On utilise des 
amorces appropriees que Thomme du metier peut concevoir, munies a leurs 

20 extremites d'un site Nfiel. Apres digestion par cette enzyme, les fragments PCR 
sont inseres en amont du gene LacZ dans le vecteur pEMCV-M260-837 (Berlioz 
et al., 1995, J. Virol. 69, 6400-6407) prealablement clive par Nhel. Le gene 
LacZ mis en oeuvre code pour un produit p-galactosidase tronque a Textremite 
C-terminale. On obtient les plasmides monocistroniques pREV CB-95 (1-578), 

25 pREV CG-55 (265-578) et pREV CG-56 (452-578) illustres a la Figure 1. Les 
plasmides dicistroniques pREV CB-54 (1-578), pREV CB-55 (265-578) et 
pREV CG-58 (452-578) sont representes a la Figure 2 et resultent de Tinsertion 
des fragments PCR precedents entre les genes neo et LacZ de pEMCV-D260- 
837 (pCBlOl) (Berlioz etaL, 1995, J. Virol. 69, 6400-6407) egalement soumis 
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a une digestion par Nhel. ^amplification des nt 1 a 578 deletes des sequences 
268 a 452 est reaiisee a partir du vecteur pREVSC-1 prealablement digere par 
Kpn\ et Sad, traite par le fragment Klenow de l'ADN polymerase d'E. coli et 
religue. Le fragment amplifie digere par Nliel est clone dans pEMCV-M260-837 
en amont du gene LacZ ou entre les genes neo et LacZ de pEMCV-D260-837, 
les deux vecteurs ayant ete digeres par A7/eI, pour donner respectivement pREV 
CG-54 (Fig 1) et pREV CG-52 (Fig 2). Enfin des plasmides controles 
monocistronique pREV CG-53 (Fig 1) et dicistronique pREV CG-50 (Fig 2) ont 
ete construits par introduction du fragment PCR portant les sequences REV-A 
1 a 578 dans les vecteurs precedents en orientation inverse (578- 1). Dans 
l'ensemble des constructions contenant les sequences REV-A en orientation 
sens, Tinitiation de la traduction de la p-galactosidase est sous le controle du 
codon AUG du gene gag de REV-A situe en position 574-576, alors que dans 
les plasmides controies, la synthese de la p-galactosidase depend d'un AUG 
place dans un contexte de Kozak favorable introduit par PCR. 

2. Synthese d'ARN et traduction in vitro, 

Les ARN coiffes et non coiffes sont synthetises a partir de 1 fxg d' ADN 
plasmidique linearise par Sspl (position 1240 dans le gene LacZ) a l'aide de 
TARN polymerase T7 (mMessage mMachine ™ ou MAXIscript , Ambion) 
dans un volume reactionnel de 20 selon le protocole indique par le 
fournisseur. La transcription est stoppee par traitement de la matrice ADN par 
Tenzyme DNasel suivi d'une precipitation des ARN en presence de chlorure de 
lithium. Les ARN sont repris dans 50 /il de tampon TE (Tris-HCl 10 mM 
pH7,5, EDTA ImM) avant d'etre purifies et desales par passage sur une 
coionne S-300 MicroSpin™ (Pharmacia BioTech) selon ies indications du 
fournisseur. L'integrite des ARN transcrits est verifiee par electrophorese sur 
gel d'agarose 0,7 % contenant du bromure d'ethidium (0,5 fig/m\). La 
concentration finale en ARN est determinee spectrophotometriquement. 
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Les ARN coiffes et non coiffes (10 /xg/ml) sont traduits dans !e systeme 
cellulaire RRL (Promega) utilise a 50 % de sa concentration initiale en presence 
de 1 mCi de [ S] methionine par ml (Amersham) a 31°C pendant 1 h. Le 
melange reactionnel est supplemente par de I'acetate de potassium a une 
concentration finale de 120 mM. Par ailleurs, I' ARN luciferase est teste dans 
les memes conditions reactionnel les (temoin positif). Un essai mene en absence 
d'ARN constitue le temoin negatif. En parallele, on teste l'effet de la protease 
L du virus FMDV (Foot and mouth disease virus) sur la traduction des ARN 
dicistroniques. Cette protease clive le facteur d'initiation de la traduction eIF4G 
entre la glycine en position 479 et l'arginine en position 480 pour generer deux 
fragments peptidiques depourvus d'activite initiatrice (Kirchweger et al., 1995, 
J. Virol. 68, 5677-5684). En outre, Ohlmann et al. (1995, Nucleic Acid Res. 
23, 334-340 ; 1996, EMBO J. 75, 1371-1382) a montre que le traitement des 
lysats de reticulocyte par la protease L inhibe la traduction in vitro des ARN 
cellulaires coiffes alors que Tinitiation interne dirigee par TIRES du cardiovirus 
n'est pas touchee. Ainsi si un element IRES existe dans le leader 5" REV-A, la 
presence de la protease L ne devrait pas affecter 1 'expression du cistron dont la 
traduction est sous sa dependance. Dans ce cas, les essais mettent en oeuvre le 
systeme RRL Flexi (Promega) a 50 % de sa concentration initiale, 8 /*g/ml 
d'ARN, 1 mCi de [ 33 S] methionine par ml (Amersham) et 30 ng de protease L 
recombinante et purifiee par les methodes conventionnelles. Le melange 
reactionnel est supplemente par du chlorure de potassium a une concentration 
finale de 80 mM. La reaction est poursuivie a 31 °C pendant 1 h. 

Les echantillons sont denatures par la chaleur dans 62,5 mM de Tris- 
HC1 pH6,8, 2 % de sodium dodecyl sulphate (SDS), 10 % de glycerol, 5 % de 
P -mercaptoethanol et 0,02 % de bleu de bromophenol et les proteines marquees 
analyseespar electrophorese sur gel de polyacrylamide 12 % (poids/vol), 0,2 % 
SDS. Le produit du gene neo et la p-galactosidase rnigrent a une masse 
moleculaire d'environ 28 et 46 kDa respectivement. L'efficacite de la traduction 
coiffe-dependante et independante est quantifiee par scanographie (Phospho- 
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Imageur Storm 840, version 4.00, Molecular Dynamics ; Image Quant 
version 1.1. Molecular Dynamics). Dans le cas des vecteurs dicistroniques, 
Tintensite du marquage du produit d'expression du second cistron (0- 
galactosidase) dont la traduction est mediee par TIRES est evaluee apres 
standardisation du niveau d'expression du produit neo. 

On observe que la traduction des ARN non coiffes obtenus a parti r des 
plasmides monocistroniques pREV CB-95, pREV CG-53, pREV CG-54, pREV 
CG-55 et pREV CG-56 est aussi efficace que celle des ARN coiffes. Cependant, 
comme attendu, la quantite de p-galactosidase generee a partir du plasmide 
pREV CG-53 dans lequel les sequences REV- A (1 a 578) sont en orientation 
antisens est beaucoup plus faible que celle obtenue avec les constructions 
utilisant une sequence REV-A dans Torientation sens. Lorsque les fragments 
REV-A sont mis en oeuvre d'une maniere dicistronique entre les genes neo et 
LacZ, Texpression de la p-galactosidase n'apparait qu'en presence d'un IRES 
fonctionnel (pREV CB-54, pREV CB-55, et pREV CG-52) alors que celle du 
premier cistron (neo) est efficace dans tous les cas (y compris pREV CG-50). 
Des essais compatifs de traduction in vitro menes avec les vecteurs precedents 
et le plasmide pEMCV-D260-837 comprenant TIRES EMCV de reference 
montrent que les fragments REV-A 1-578, 265-578 et 452-578 sont capables 
d' inkier la traduction du second cistron d'une maniere plus efficace que celle 
dirigee par TIRES EMCV. Par ailleurs, le traitement des lysats de reticulocytes 
par la protease L s'accompagne d'une inhibition de Texpression coiffe- 
dependante du gene neo alors que Texpression de la p-galactosidase dependante 
de TIRES est sensiblement augmentee. Pour le temoin pREV CG-50, on 
observe egalement Tinhibition de Texpression neo alors que Texpression de la 
P-galactosidase est a peine detectable que le traitement a la protease L ait lieu 
ou non. A titre indicatif, Teffet de la protease sur Texpression des deux genes 
rapporteurs est illustre ci-apres. 

Tableau 1 : Rapport de Texpression des genes en presence et en absence 

de protease L de FMDV. 
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Construe Hon 


n o i~\ 


LacZ 


pREV CG-50. 


-51,85 


- 5,53 


pREV CB-54 


- 55,36 


+ 40,24 


pREV CB-55 


- 34,65 


+ 84,42 


pREV CG-58 


- 45,07 


+ 57,51 


pEMCV-D260-837 


-79,51 


+ 33,93 



EXEMPLE 2 : 



Vecteurs retrovira ux comprenant une sequence [ R 
REV-A 



On a construit une serie de vecteurs retroviraux utilisant les sequences 
REV-A a titre de sites IRES ou d'elements augmentant I'encapsidation. La 
Figure 3 illustre les vecteurs de la serie pREV HW possedant des LTRs de type 
MoMLV et les vecteurs temoins utilises dans les experiences decrites ci-apres. 
Bien que ceux-ci ne soient pas representes, on a egalement construit des vecteurs 
designes pMC qui different des pREV HW uniquement par le fait que Ieurs 
LTRs sont d'origine SNV et des controles negatifs dans lesquels les sequences 
REV-A sont positionnees en orientation reverse (3* -> 5') par rapport aux 
LTRs. Pour toutes les etapes de biologie moleculaire, ces vecteurs sont 
introduits dans le plasmide pBR322. 



/ . Construction des vecteurs retroviraux. 

Le vecteur temoin pEMCV-CBTV (pBClOO) est un vecteur dicistronique 
comprenant, outre les LTRs et la region d'encapsidation derives de MoMLV, 
le gene codant pour la phosphatase alcaline placentaire (plap) dont la traduction 
est coiffe-dependante et le gene neo dont la traduction est dependante du site 
IRES EMCV (Torrent et al., 1996, Human Gene Therapy 7, 603-61 1). 

Les vecteurs pREV HW ont ete obtenus de la facon suivante : 
pREV HW-1 : le fragment REV-A s'etendant des nt 265 a 578 genere par PCR 
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et digere par Nliel est clone entre les genes plap et neo de pMLV-CB71 (Berlioz 
et Darlix, 1995, J. Virol. <59, 2214-2222). 

pREV HW-2 : le fragment EcoRl de p.VL CBT5 (Torrent et al., 1996, Human 
Gene Therapy 7, 603-611) portant le LTR 5' MoMLV et les sequences 
5 d'encapsidation de VL30 est introduit dans le vecteur pREV HW-1 linearise par 
EcoRl. . 

pREV HW-3 : le fragment EcoRl de pEMCV-CBTV contenant le LTR 5' et les 
. sequences d'encapsidation de MoMLV est insere dans le vecteur pREV HW-1 
linearise par EcoRl. 

10 pREV HW-4 : le fragment REV-A s'etendant des nt 452 a 578 genere par PGR 
et digere par Nliel est clone entre les genes plap et neo de pMLV-CB71 . 
pREV HW-5 : le fragment EcoRl de pVL CBT5 portant le LTR 5' MoMLV et 
les sequences d'encapsidation de VL30 est introduit dans le vecteur pREV 
HW-4 linearise par £a>RI. 

15 pREV HW-6 : le fragment EcoRl de pEMCV-CBTV contenant le LTR 5' et les 
sequences d'encapsidation de MoMLV est insere dans le vecteur pREV HW-4 
linearise par EcoRL 

Les vecteurs de la serie pMC sont obtenus selon le schema de 
construction suivant : Les LTRs SNV sont generes par PCR a partir du plasm ide 

20 REV-A 2-20-6 (O'Rear et Temin, 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 1230- 
1234 ; Darlix et al., 1992, J. Virol. 66, 7245-7252). Le gene neo est isole de 
pMLV-CB71 par digestion avec Sail et BamHl puis introduit entre les memes 
sites du vecteur pUC19 (Gibco BRL). Le LTR 5' du SNV (nt i a 861) est 
digere par Hindlll et Sail, et insere dans pUC19-neo prealablement clive par ces 

25 memes enzymes. Le LTR 3' SNV (nt 7230-8300) digere par Smal et EcoRl est 
clone dans le vecteur precedent pour donner pCG-61 contenant LTR 5* SNV- 
neo-LTR 3 f SNV. En parallele, on genere un vecteur designe pCG-62 qui 
differe du precedent par la deletion des sequences env (nt 7230-7691) obtenu par 
traitement Bglll-Avrll, Klenow et religation. Le gene plap isole du clone Cla- 
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12AP (DGoff) est introduic entre les sites EcoRl et Xbal d'un plasmide 
bluescript prealablement delete du site Sail (digestion EcoRl-Xhol) avanc d'etre 
reisole sous la forme d'un fragment Kpnl-Sall et clone entre les memes sites de 
pCG-61 et pCG-62, pour donner pCG-63 et pCG-64 respectivement. Le gene 
5 LacZ est obtenu par digestion partielle de pREV CB-95 par les enzymes Sail et 
BamHl. Son insertion entre les sites Sail et Ba/nHl de pCG-61 et pCG-62 donne 
lieu a pCG-65 et pCG-66 respectivement. Enfin, le bloc LTR-Gene-LTR est 
isole de chaque plasmide pCG-62, pCG-64 et pCG-66 par digestion HindUl- 
EcoRl pour etre insere dans le vecteur pBR322 dive par ces memes enzymes. 
10 On genere pMCl, pMC2 et pMC3. 

2. Generation de particules virales infectieuses et determination du titre viral et 
de I 'expression des genes reporteurs plap et neo. 

La lignee de complementation ecotrope GPH-E-86 (Markowitz et al., 

15 1988, J. Virol., 62, 1120-1124) et les cellules cibles NIH3T3 (cellules 
fibroblastiques de souris) disponibles a l'ATCC, sont cultivees a 37°C en 
presence de 5% de C0 2 dans du milieu DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's 
Medium, Gibco BRL) complement^ avec 10% de serum de veau de nouveau-ne. 
Les cellules helper GP + E-86 et les cellules cibles NIH3T3 sont mises en culture 

20 la veille de la transfection et de 1' infection. Les infections virales sont realisees 
selon le protocole conventionnel decrit dans la litterature. 

20 fig de vecteurs pREV HW-1 a 6 ainsi que de vecteur de reference 
pEMCV-CBTV sont transfectes en parallele dans les cellules GP + E-86 (5xl0 5 
cellules par boTte de 10cm) selon la methode de Chen et Okyama (1987, Mol. 

25 Cell. Biol., 7, 2745-2753 ; 1988, Bio/Techniques 6, 632-637). Differentes 
dilutions de surnageants des cultures GP+E-86 stables ou transitoires sont 
utilisees pour infecter les cellules cibles NIH3T3 ensemencees la veille de 
l'infection a raison de 2xl0 4 cellules par puits. Au prealable, les surnageants 
viraux ont ete filtres (sur filtres de 0,45 ^m) et mis en presence de polybrene 
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a une concentration finale de 8 fMg/m\. L'infection est pousuivie toute la mm a 
37°C et le jour suivant, les cellules sont lavees et cultivees dans du milieu frais. 
Apres 48 h, les cellules sont placees en milieu selectif (1 mg/ml de G418) ou 
colorees pour determiner le nombre de cellules exprimant la phosphatase 

5 alcaline plap. On procede tout d'abord a une fixation dans du tampon PBSxl 
contenant 2% de formaldehyde et 0,2% de glutaraldehyde. Apres deux rin?ages 
dans du PBSxl suivis d'une incubation de 30 min a 65 °C dans du PBSxl, les 
cellules sont lavees a deux reprises dans du tampon AP (0,1 M Tris-HCl pH 
9,5, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCU dans du PBSxl) et placees 5 h dans la solution 

10 de coloration (0,1 mg/ml de 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP), 1 
mg/ml d'un sel de terazolium de Nitroblue (NBT) et 1 mM de Levamisol dans 
du tampon AP). Ces experiences de coloration histochimique confirmem 
Texpression de la phosphatase alcaline dans les cellules helper GP+E-86 et dans 

les cellules cibles NIH3T3. 

15 Le titre des virus recombinants est determine apres transfection des 

cellules ecotropes GP+E-86. Apres deux jours d'incubation, le surnageant viral 
est recolte et utilise pour determiner le titre viral (expression transitoire). 
Ensuite, les cellules transferees sont selectionnees au G418 pendant un mois. 
Apres cette selection, on determine le titre viral sur le surnageant recolte 

20 (expression stable). Celui-ci correspond au nombre de particules infectieuses par 
ml de surnageant. Par la methode des dilutions limites, les cellules cibles 
NIH3T3 sont infectees avec des dilutions en serie de surnageant viral et, apres 
deux jours d 1 incubation, les cellules sont colorees histochimiquement et 
comptees. Les resultats suivants sont obtenus (Tableau 2): 

25 



30 
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Vecteur 


Exoression 


P yr*r/*^Qirin cr q HIp> 




transitnirp rrfn/mh 


^cru/mi ; 


pREV HW-1 






pREV HW-2 


0,2x1 0 4 


3,2xl0 6 


pREV HW-3 


l,6xl0 4 


l,4xl0 y 


pREV HW-4 






pREV HW-5 


l,3xl0 4 


6,5xl0 5 


pREV HW-6 


2,0x1 0 4 


4,5x10 s 


pEMCV-CBTV 


l,lxl0 4 


2,lxl0 8 



Les vecteurs pREV HW-1 et pREV HW-4 depourvus de region 
d'encapsidation convencionnelle sont incapables de produire des particules 
virales infectieuses apres transfection dans la lignee helper MLV (GP4-E-86). 
Cependant, on indique que le vecteur pMCl peut etre encapside dans des 
particules virales SNV apres transfection de ia lignee helper SNV D17-C3A2 
(par exemple ATCC CRL8468), indiquant que les sequences REV-A s'etendant 
des nt 265 a 578 peuvent etre utilisees dans ce contexte a titre de region 
d'encapsidation. Les vecteurs retroviraux comprenant a la fois une sequence 
REV-A (265-578 ou 452-578) et une region d'encapsidation conventionnelle 
produisent des particules virales a un titre eleve (pREV HW-2, 3, 5 et 6). 
Cependant ('association avec la region d'encapsidation de MLV s'avere 
particulierement avantageuse puisqu'elle donne des titres viraux 2 (pREV 
HW-6) a 5 fois (pREV HW-3) plus eleves que le vecteur de reference 
pEMCV-CBTV combinant cette meme region d'encapsidation et TIRES EMCV. 
De plus, Ia comparaison des donnees obtenues avec les vecteurs identiques 
variant uniquememau niveau du segment REV-A mis en oeuvre (pREV HW-2 
et pREV HW-5 ou pREV HW-3 et pREV HW-6) Iaisse supposer que la 
sequence allant des nt 265 a 578 est capable de cooperer avec la region 
d'encapsidation et ainsi ameliorer Tencapsidation des ARN viraux et en 
consequence les titres viraux. Un element interagissant d'une maniere positive 
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avec Tencapsidation pourrait etre present entre les nt 452 et 265 dans le genome 
REV-A. 

3. Analyse des virus recombinants par microscopie electronique. 

5 La morphologie des virions recombinants pREV HW produits apres 

transfection de la lignee GP+E-86 par les vecteurs correspondants est analysee 
par microcopie electronique. On utilise a titre de temoins les virus obtenus de 
pEMCV-CBTV dans les memes conditions et les retrovirus sauvages obtenus 
apres infection des cellules NIH3T3 avec la souche FMLV-29 (Friend murine 
10 leukemia virus souche 29). Les resultats de microscopie indiquent que le 
contenu en ARN n'affecte pas la morphologie des virus recombinants. 

4. Ejfet de la rapamycine sur V expression des cistrons plap et neo. 

Les cellules GP + E-86 sont transferees d'une maniere stable par 20 fig 
1 5 de vecteurs de la serie pREV HW ou pEMCV-CBTV et cultivees en conditions 
selectives (G418) pendant 15 jours. A 70 a 80 % de confluence, elles sont mises 
en presence de rapamycine a une concentration finale de 20 ng/ml. Cette 
derniere a un effet inhibiteur sur la traduction coiffe-dependante variant de 15 
a 40 % selon la lignee cellulaire (Beretta et al., 1996, EMBO J. 75, 658-664) 
20 mais n'affecte pas la traduction cap-independante. Les extraits cellulaires sont 
prepares classiquement apres 20 h d'incubation. Brievement, les cellules sont 
lavees deux fois dans du PBSxl, placees dans 1 ml de TEN (40 mM Tris-HCI 
pH7,5, 1 mM EDTA, 50 mM NaCl) pour une boTte de 10 cm puis recuperees 
par grattage et centrifugees a faible vitesse. Le culot est repris dans 100 ix\ de 
25 Tris-HCI 0,25 M, pH8 et soumis a une lyse cellulaire par 3 cycles de 
congelation-decongelation. Apres centrifiigation 10 min a 14000 g, le surnageant 
est recupere et peut etre conserve a -70°C en attendant de proceder aux tests 
enzymatiques. La concentration finale en proteine est determinee par le test 
Micro BCA (Pierce). L'activite enzymatique plap des extraits cellulaires est 
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evaluee spectrophotometriquement (kit alcaline phosphatase, BIORAD). Les 
unites plap sont determinees par rapport a un standard constitue par la 
phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim). Les activites 
neo sont mesurees par le transfert de phosphate marque au [y- 32 P]sur la 
neomycine (Ramesh et Osborne, 1991, Anal. Biochem. 193, 316-318). Les 
resultats de 1'expression des genes plap et neo mesures en absence et en presence 
de rapamycine sont illustres a la Figure 4 et presentes dans le Tableau 3. 

Tableau 3 : effet de la rapamycine sur 1'expression des cistrons plap et 
neo exprime en % par rapport aux cellules non traitees. 



Lignee cellulaire 


phosphatase 
alcaline 


Neomycine 
phosphotransferase 


GP4-E-86 






pREV HW-1 


-40,9 


+21,5 


pREV HW-2 


+21,3 


+26,7 


pREV HW-3 


+34,8 


-6,5 


pREV HW-4 


-94,6 


+ 3,0 


pREV HW-5 


+66,7 


+ 46,9 


pREV HW-6 


+46,1 


+ 49,6 


pEMCV-CBTV 


-2,6 


+20,5 



Dans les vecteurs pREV HW-1 et pREV HW-4, !a presence de 
rapamycine reduit la traduction cap-dependante et augmente celle dependante de 
1'IRES. Cette stimulation peut s'expliquer par une moindre competition pour la 
machinerie traductionnelle en presence de rapamycine. Lorsque deux elements 
IRES sont presents, l'addition de rapamycine s'accompagne d'une augmentation 
de Texpression des deux genes. Cependant, les donnees quantitatives 
d'expression indiquent que Tactivite relative des IRES est differente, ce qui 
suggere une competiton entre eux pour les ribosomes. 

En resume, Tensemble des donnees montrent la presence d'un site IRES 
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efficace dans le leader 5 f des ARN du virus REV-A et, probablement d'un 
element interagissant de maniere positive avec I'encapsidation. L'element IRES 
minimum est contenu au sein d'une sequence de 129 nt (positions 452 a 578). 



\ 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENE RALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: Paris cedex 13 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 7 5654 

(G) TELEPHONE: 01 44 23 60 00 
<H) TELECOPIE: 01 45 85 68 56 

<ii) TITRE DE L ' INVENTION : Nouveau site interne d' entree des ribos 
et vecteur le contenant. 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 2 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

<C) SYSTEME D f EXPLOITATION: PC-DOS /MS - DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 940 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

<ii) TYPE DE MOLECULE: ARN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Reticuloendotheliosis virus 

(B) SOUCHE: type A (REV-A) 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: leader 5* de 1 1 ARN genomiaue REV-A 



(xi) DESCRIPTION ] 


DE LA SEQUENCE: SEQ ID 


NO: 1 : 






AAUGUGGGAG 


GGAGCUCCGG 


GGGGAAUAGC 


GCUGGCUCGC 


UAACUGCCAU 


AUUAGCUUCU 


6 0 


GUAAUCAUGC 


UUGCUUGCCU 


UAGCCGCCAU 


UGUACUUGAU 


AUAUUUCGCU 


GAUAUCAUUU 


120 


CUCGGAAUCG 


GCAUCAUUUC 


UCGGAAUCGG 


CAUCAAGAGC 


AGGCUCAUAG 


AC C AU AAAAG 


ISO 


GAAAUGUUCG 


UUGGAGGCGA 


GCAUCAGACC 


ACUUGCGCCA 


UCCAAUCACG 


AGCAAACACG 


240 


AGAUCGAACU 


AUCAUACUGA 


GCCAAUGGUU 


GUAAAGGGCA 


GAUGCUAUCC 


UCCAAUGAGG 


300 


GAAAAUGUCA 


UGCAACAUCC 


UGUCCUGUAA 


GCGGCUAUAU 


AAGCCAGGUG 


CAUCUCUUGC 


360 
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UCGGGGUCGC CGUCCUACAC AUUGUUGUGA CGCGCGGCCC 
AGUUUUUUUC UUCUAUAUCC UCAGAUUGGC AGUGAGAGGA 
CUGGCCUACU GGGUGGGGUA GGGGUCCGGA CUGAAUCCGU 
GGGGGCUCGU CCGGGAUUCC UCCCCAUCGG CAGAAGUGCC 
GCGCCGGUAA GUAAGUACUU GAUUUUGGUA CCUCGCGAGG 
CGGGACGCUG CCGGGAAGCU CCACCUCCGC UCAGCAGGGG 
UGGUAUCUGA UUGUUGUUGG ACCGUCUCCA AGACGGUGAU 
UGUUUGUUUG UUACCUUGUG UUUGUUCGUC ACUUGUCGAC 
GCCCACACCG CGCGGCUUGC GAAUAAUACU UUGGAGAGUC 
GUUUGUACUC GUCCUCCUCU CCCUCUCCGG CCGGGAUGGG 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ I D NO : 2: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 57 8 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ARN (genomique) 
<iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

tvi) ORIGINE: 

(A) ORGANISMS: Re t lculoendothel ios is virus 

(B) SOUCHE: type A (REV-A) 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 2: 

GGGGUCGCCG UCCUACACAU UGUUGUGACG CGCGGCCCAG AUUCGAAUCU GUAAUAAAAG 60 

UUUUUUUCUU CUAUAUCCUC AGAUUGGCAG UGAGAGGAGA UUUUGUUCGU GGUGUAGGCU 12 0 

GGCCUACUGG GUGGGGUAGG GGUCCGGACU GAAUCCGUAG UAUUUCGAUA CAACAUUUGG ISO 

GGGCUCGUCC GGGAUUCCUC CCCAUCGGCA GAAGUGCCUA CUGUUUCUUC GAACUCCGGC 2 40 

GCCGGUAAGU AAGUACUUGA UUUUGGUACC UCGCGAGGGU UUGGGAGGAU CGGAGUGGCG 30 0 

GGACGCUGCC GGGAAGCUCC ACCUCCGCUC AGCAGGGGAC GCCCUGAUCU GAGCUCUGUG 3 60 

GUAUCUGAUU GUUGUUGGAC CGUCUCCAAG ACGGUGAUAA UAUAAGUCGU GGUUUGUGUG 42 0 

UUUGUUUGUU ACCUUGUGUU UGUUCGUCAC UUGUCGACAG CGCCCUGCGA AUUGGUGUGC 4 30 

CCACACCGCG CGGCUUGCGA AUAAUACUUU GGAGAGUCUU UUGCCUCCAG UGUCUUCCGU 54 0 

UUGUACUCGU CCUCCUCUCC CUCUCCGGCC GGGAUGGG 57 3 



AGAUUC GAAU CUGUAAUAAA 42 0 

GAUUUUGUUC GUGGUGUAGG 43 0 

AGUAUUUCGA UACAACAUUU 54 0 

UACUGUUUCU UCGAACUCCG 600 

GUUUGGGAGG AUCGGAGUGG 660 

ACGCCCUGAU CUGAGCUCUG 720 

AAUAUAAGUC GUGGUUUGUG 730 

AGCGCCCUGC GAAUUGGUGU 8 40 

UUUUGCCUCC AGUGUCUUCC 900 

940 
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Revendications 

1. Utilisation d'une sequence nucleotidique derivee de tout ou partie de 
l'extremite 5' de TARN genomique d'un retrovirus de type C a 
Texception des virus de la leucemie murine de Friend (FMLV) ec de 
Moloney (MoMLV), a titre de site interne d'entree des ribosornes (IRES) 
dans un vecteur et/ou pour permettre ou ameliorer 1'encapsidation d'un 
vecteur retroviral. 

2. Utilisation selon la revendication 1, selon laquelle le retrovirus de type C 
est selectionne parmi les virus REV, MSV, MHV, MEV, FMOV, 
AMLV, MEELV, SFFV, RASV, FLV, FSV, EFLV, SSV, GALV et 
BAEV. 

3. Utilisation selon la revendication 2, selon laquelle ladite sequence 
nucleotidique derive de tout ou partie de Textremite 5' de TARN 
genomique d'un virus de la reticuloendot&liose, 

4. Utilisation selon la revendication 3, selon laquelle ladite sequence 
nucleotidique derive de tout ou partie de Textremite 5* de TARN 
genomique d'un virus de la reticuloendoteliose aviaire et, notamment de 
type A. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 4, selon laquelle ladite 
sequence nucleotidique est substantiellement homologue ou identique a 
tout ou partie de la sequence presentee dans I'identificateur de sequence 
SEQ ID NO: 1. 

6. Utilisation selon la revendication 5, selon laquelle ladite sequence 
nucleotidique est substantiellement homologue ou identique a la sequence 



- 34 - 



presentee dans l'identificateur de sequence SEQ ID NO: 2 : 

(i) commengant au nucleotide I et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) cornmengant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, 
ou 

(iii) commengant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 

Utilisation selon la revendication 6, selon laquelle ladite sequence 
nucleotidique est identique a la sequence presentee dans l'identificateur de 
sequence SEQ ID NO: 2 : 

(i) commengant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, 

(ii) commen?ant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, 
ou 

(iii) commengant au nucleotide 452 et se terminant au nucleotide 578. 

Vecteur pour Texpression d'un ou plusieurs gene(s) d'interet comprenant 
ladite sequence nucleotidique en usage selon Tune des revendications 1 a 
7. 

Vecteur selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
vecteur plasmidique ou d'un vecteur viral derive d'un virus selectionne 
parmi le groupe des poxvirus, adenovirus, baculovirus, virus de 1'herpes, 
virus associe a un adenovirus et retrovirus. 

Vecteur selon la revendication 8 ou 9, derivant d'un retrovirus et 
comprenant au moins les elements suivants associes d'une maniere 
fonctionnelle : un LTR 5' et un LTR 3' retroviraux, un ou plusieurs 
gene(s) d'interet, et ladite sequence nucleotidique telle que definie dans 
Tune des revendications 1 a 7 pour pennettre ou ameliorer Tencapsidation 
dudit vecteur dans une particule virale et/ou a titre de site IRES pour 
permettre ou ameliorer Texpression d'un gene d'interet positionne en aval 
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de ladite sequence nucleotidique. 

Vecteur retroviral selon la revendication 10, dans iequei ladite sequence 
nucleotidique est a litre de site IRES et comprenant en outre une region 
d'encapsidation heterologue a ladite sequence nucleotidique. 

Vecteur retroviral selon la revendication 10 ou 11, comprenant au moins : 

(a) un LTR5' retroviral, 

(b) une region d'encapsidation, 

(c) de maniere optionnelle, un premier gene d'interet suivi d'une 
region promotrice interne une origine differente de celle dudit 
LTR 5' retroviral, 

(d) un second gene d'interet, 

(e) un site IRES,, 

(0 un troisieme gene d'interet, et 
(g) un LTR 3* retroviral, 

Tun au moins de la region d'encapsidation et du site IRES etant constitue 
par ladite sequence nucleotidique en usage selon Tune des revendications 
1 a 7. 

Vecteur retroviral selon la revendication 12, dans Iequei la region 
promotrice interne, le second gene d'interet, Ie site IRES et le troisieme 
gene d'interet sont dans une orientation inverse par rapport aux LTRs 5' 
et 3' retroviraux. 

Vecteur retroviral selon la revendication 12 ou 13, dans Iequei la region 
d'encapsidation derive d'un retrovirus murin, notamment d'un MoMLV, 
ou d'un retrotransposon de type VL30 et le site IRES comprend une 
sequence nucleotidique telle que definie a la revendication 6. 
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Vecteur retroviral selon la revendication 14, dans lequel la region 
d'encapsidation derive d'un MoMLV et le site IRES comprend une 
sequence nucleotidique identique a la sequence presentee dans 
ridentificateur de sequence SEQ ID NO: 2 comrnengant au nucleotide 265 
et se terminant au nucleotide 578 ou commenfant au nucleotide 452 et se 
terminant au nucleotide 578. 

Vecteur retroviral selon la revendication 10, comprenant un LTR 5' 
retroviral derive d'un virus REV, notamment SNV, un LTR 3' retroviral 
d'une origine quelconque, un ou plusieurs gene(s) d'interet, et une 
sequence nucleotidique substantiellement homologue ou identique a la 
sequence presentee dans ridentificateur de sequence SEQ ID NO: 2 
commenfant au nucleotide 1 et se terminant au nucleotide 578, ou 
commengant au nucleotide 265 et se terminant au nucleotide 578, a titre 
de region d'encapsidation. 

Un vecteur selon Tune des revendications 8 a 16, comprenant un gene 
d'interet codant pour un produit d'expression selectionne parmi te facteur 
VIII, le facteur IX, la proteine CFTR, la dystrophins I'insuline, 
l'interferon alpha, beta, gamma, une interleukine (IL) notamment TIL-2 
et un marqueur de selection. 

Une particule virale generee a partir d'un vecteur viral selon Tune des 
revendications 8 a 17. 

Une cellule comprenant un vecteur selon Tune des revendications 8 a 17 
ou infectee par une particule virale selon la revendication 18. 

Utilisation d'un vecteur selon Tune des revendications 8 a 17, d'une 
particule virale selon la revendication 18 ou d'une cellule selon la 
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revendication 19 pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee au traitementet/ou a la prevention d'une maladie traitable par 
therapie genique. 

Utilisation d'un vecteur selon Tune des revendications 8 a 17, d'une 
particule virale selon la revendication 18 ou d'une cellule selon !a 
revendication 19 pour la preparation d'un ou plusieurs polypeptides 
d'interet par voie recombinante ou pour la production d'un animal 
transgenique. 

Une composition pharmaceutique comprenant a titre d'agent therapeutique 
ou prophylactique, un vecteur selon Tune des revendications 8 a 17, une 
particule virale selon la revendication 18, une cellule selon la 
revendication 19 ou un polypeptide d'interet obtenu selon ['utilisation 
selon la revendication 21, en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Une composition pharmaceutique selon la revendication 22, caracterisee 
en ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu, et de preference entre 10 6 
et 10 u pfu particules virales selon la revendication 18. 
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traitement de la miicoviscidose, de l'hemophilie A ou B, de la myopathic de 
Duchenne ou de Becker, du cancer, du SID A et d'autres maladies infectieuses 
dues a un organisme pathogene : virus, bacterie, parasite ou prion. Les genes 
d'interet utilisables dans la presente invention, sont ceux qui codent pour les 
5 proteines suivantes : 

- une cytokine et notamment une interleukine (IL), en particulier l'IL-2, 

un interferon, notamment interferon alpha, beta, gamma, un facteur de 
necrose tissulaire et un facteur de croissance et notamment 
hematopoietique (G-CSF, GM-CSF), 
10 - un facteur ou cofacteur implique dans la coagulation et notamment le 

facteur VIII, le facteur IX, le facteur von Willebrand, I'antithrombine 
III, la proteine C, la thrombine et 1'hirudine, 

- une enzyme et notamment la trypsine, une ribonuclease, la phosphatase 
alcaline (plap) et la 6-galactosidase, 

15 - un inhibiteur d' enzyme tel que l'al-antitrypsine et les inhibiteurs de 

proteases virales 

- un produit d'expression d f un gene suicide comme la thymidine kinase du 
virus HSV (virus de 1'herpes) de type 1, 

- un activateur ou un inhibiteur de canaux ioniques, 

20 - une proteine dont 1' absence, la modification ou la deregulation de 

1' expression est responsable d'une maladie genetique, telle que la 
proteine CFTR, la dystrophine ou minidystrophine, Tinsuline, 1'ADA 
(adenosine diaminose), la glucocerebrosidase et la phenylhydroxylase, 

- une proteine capable d'inhiber 1' initiation ou la progression de cancers, 
25 telles que les produits d'expression des genes supresseurs de tumeurs, 

par exemple les genes p53 et Rb, et 

- une proteine capable de stimuler une reponse immunitaire, un anticorps, 
les antigenes du complexe majeur d'histocompatibilite ou une 
immunotoxine, 

30 - une proteine capable d'inhiber une infection virale ou son 
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- Figure 2 - 
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- Figure 3 - 



A) Structure generate des vecteurs retroviraux 




B) Nouveaux vecteurs retroviraux dicistroniques. 
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C) Vecteur de Contrdle 
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-Figure 4- 



A) Effet de la ripamycine sur Tactivite phosphatase alcaline 
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B) Effet de la ripamycine sur Tactivite neomycine phosphotransferase 
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